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(54) Title: METHOD FOR QUANTIFYING MOLECULES 

i— I 

00 (54) Bezcichming: VERFAHRKN ZUR QUANT1FIZIERUNG VON MOLEKULKN 

o 

(57) Abstract: The invention relates to a method for determining the ratio of the protein frequencies of proteins of the same type in 
^ a first and at least one second sample, to a method for determining the concentration of stable isotopes in molecules and to a method 
r^, for determining tne incorporation rate of labelled substances into proteins. 

Q (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung des Verhaltnisses der Proteinhaufigkei- 
ten gleichartiger Proteine in einer ersten und einer mindestens zweiten Probe ein Verfahren zur Bestimmung der Anreicherung von 
j^- stabilen Isotopen in Molekiilen und ein Verfahren zur Bestimmung der Einbaurate von markierten Substanzen in Proteine. 
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GEANDERTE ANSPRtJCHE 

[beim Intemationalen Biiro am 23 Juli 2004 (23.07.2004) eingegangen; 
urspriinglicher Anspruch 1 geandert; alle weiteren Anspriiche unverandert (2 Seiten)] 



Verfahren zur Bestimmung des Verhaltnisses der Proteinhaufig- 
keiten gleichartiger Proteine und/oder Peptide, die an Ribosomen 
synthetisiert worden sind, in einer ersten (a) und einer mindestens 
zweiten (b) Probe, mit den Schritten: 

Markieren der Proteine der Probe (b) mit stabilen Isotopen, 
wobei die Proteine der Probe (b) mit stabilen Isotopen derart 
angereichert werden, dass der Markierungsgrad des zur 
Markierung verwendeten stabilen Isotops im markierten Pro- 
tein kleiner als 90 %, insbesondere kleiner als 80 %, insbe- 
sondere kleiner als 30 %, insbesondere kleiner als 5 %, ist, 
Herstellung einer Proteinmischung (c) bekannter Protein- 
mengen aus der ersten (a) und der mindestens zweiten (b) 
Probe, 

getrennte Separation der Proteine der ersten Probe (a), der 
Proteinmischung (c) und der mindestens zweiten Probe (b) 
mit Hilfe eines Separationsmittels, insbesondere eines 2D- 
Gels und/oder eines chromatographischen Verfahrens, 
Gewinnung von Peptidfragmenten der separierten Proteine 
der jeweiligen Proben durch spezifische Spaltung Oder en- 
zymatischen Verdau, insbesondere tryptischen Verdau, der 
Proteine vor oder nach der Separation, 
Ermitteln der Isotopomerenverteilung der Proteine aus den 
Proben (a), (b) und (c) durch Massenspektrometrie mit 
MALDI-lonenerzeugung, insbesondere durch MALDI-TOF- 
Massenspektrometrie, und 

Berechnung der Verhaltnisse der Proteinhaufigkeiten in der 
Proteinmischung (c) aus den ermittelten Isotopomerenvertei- 



GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 



WO 2003/098182 



-52- 



PCT/EP2003/005091 



lungen von entsprechenden Peptidfragmenten der Proben 
(a), (b) und (c), wobei die Isotopomerenverteilung eines 
Peptidfragments aus der Proteinmischung (c) als lineare 
Uberlagerung der Isotopomerenverteilungen des entspre- 
5 chenden Peptidfragments aus der unmarkierten Probe (a) 

und der markierten Probe (b) charakterisiert werden, so 
dass zu alien Einzelpeaks der Isotopomerenverteilungen al- 
ler massenspektrometrisch nachweisbarer Peptidfragmente 
eines Proteins auf diese Weise unabhangige Proteinhaufig- 

10 keitsverhaltnisse bestimmbar sind, was durch die Vervielfa- 

chung der Messwertanzahl die Messgenauigkeit und Nach- 
weisempfindlichkeit wesentlich verbessert, und vorzugswei- 
se zur Bestimmung von Proteinhaufigkeitsverhaltnissen u- 
berlappende Isotopomerenverteilungen, die durch geringe 

15 Markierungsgrade zustande kommen, heranziehbar sind 

und Proteinhaufigkeitsverhaltnisse weitgehend unabhSngig 
vom Markierungsgrad des Proteins bestimmbar sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die 
20 Proteine der Proben vor Oder nach der Separation fragmentiert 

werden, insbesondere durch spezifische Spaltung oder Verdau 
der Proteine. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
25 die Proben aus einem in vivo-System stammen, insbesondere ein 

in vivo-System sind. 
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